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Resumo
O presente estudo objetivou  avaliar antígenos excretórios/secretórios
(Ag E/S) e somáticos (Ag S) de Fasciola hepatica, anticorpos específicos
e demonstrar a presença de sítios reativos em corte histológico do
parasito adulto pela técnica de imunoistoquímica. A resposta imune
foi observada pela reação intensa nas células que circundam a ventosa
ventral do parasito. A técnica de  imunoistoquímica é sensível e de fácil
execução na detecção de sítios antigênicos em cortes histológicos de
Fasciola hepatica.
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A fasciolose é uma zoonose pa-
rasitária de importância econômica para
ruminantes, embora outros animais podem
também ser infectados; porém, é de menor
importância em escala global nestes
hospedeiros1. O homem também é suscetível
e, em algumas áreas do mundo, a fasciolose
humana tem caráter epidêmico e é
considerada zoonose emergente2. No Brasil,
os últimos relatos de prevalência mostraram
taxas com grande amplitude nas diferentes
regiões, desde 6% até acima de 80%3,4.
Nas  doenças parasitárias, a utilização
de métodos imunológicos para identificação
e localização de sítios antigênicos de parasitos
é importante para  melhorar as técnicas
diagnósticas ajudando no conhecimento
destas proteínas e de seus mecanismos,
proporcionando rapidez e eficiência na
detecção da doença5,6. Antígenos de Fasciola
hepatica são investigados por métodos
imunológicos e propriedades biológicas,
auxiliando no entendimento de sua
complexidade e localização dentro do
parasito7,8,9,10,11,12. Algumas investigações têm
enfocado a identificação e tipificação
molecular de agentes etiológicos, permitindo
estabelecer perfis genéticos característicos
para melhor compreensão e relação com
seus hospedeiros e o meio ambiente13,14 O
objetivo deste trabalho foi de determinar a
localização histológica de frações antigênicas
de Fasciola hepatica, avaliar a antigenicidade
de antígenos excretórios/secretórios (Ag E/
S) e somáticos (Ag S) e anticorpos específicos
em corte histológico.
Materiais e Métodos
Processamento dos parasitos adultos
Os exemplares adultos de Fasciola
hepatica foram obtidos de bovinos abatidos
em frigorífico, pela dissecação de fígados. Os
parasitos foram retirados, colocados em água
destilada e lavados várias vezes a fim de
eliminar restos de sangue e bile, foram
transportados a 4ºC em frascos de vidro. Para
a obtenção do antígeno somático, frascos
com solução salina estéril receberam, cada um,
20 fascíolas. Para a obtenção do antígeno
secretório-excretório, as fascíolas foram
mantidas por 24 horas em solução salina estéril
acrescida de EDTA (5 µg/ml), pepstatina A
(2 µg/ml) e leupeptina (2µg/ml).
Produção do antígeno somático (Ag S)
Lotes de vinte fascíolas foram
macerados com pistilo de vidro em cadinho
com a adição de 20 ml de solução salina
estéril. As amostras foram centrifugadas a
8000 x g por 30 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi retirado e dializado contra
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5 volumes de água destilada, “overnight” em
geladeira, com a troca da água destilada de
2 em 2 horas. A solução obtida foi
fracionada, colocada em frascos com
capacidade para 50 ml. A dosagem da
proteína foi avaliada pela técnica de
Bradford15. As amostras foram então
liofilizadas e armazenadas em congelador até
o momento da inoculação.
Produção do antígeno excretório-secretório (Ag E/S)
Cem parasitos foram lavados várias
vezes com solução salina estéril. Foram
colocados em frasco de vidro esterilizado
contendo 400 ml de solução salina estéril
acrescida de 2 mg de EDTA, pepstatina A
e leupeptina, mantidos por 24 horas em
geladeira. A solução foi colocada em tubos
e centrifugada a 8000 x g por 30 minutos a
4° C. A amostra foi colocada em sacos de
diálise, dializada contra 5 volumes de água
destilada, “overnight”, em geladeira, com
troca da água destilada de 2 em 2 horas.
Foram, então, colocadas em frascos com
capacidade de 50 ml e submetidas à
dosagem de proteínas pela técnica de
Bradford (1976). As amostras foram
liofilizadas e armazenadas em congelador até
o momento da inoculação.
Inoculação dos coelhos
Os três coelhos foram colocados em
gaiolas individuais. Na primeira semana foi
realizado o exame clínico e parasitológico
dos animais. O coelho 1 foi inoculado com
0,5 ml de antígeno E/S acrescido de 0,5 ml
de adjuvante completo de Freund. Foram
inoculados 0,25 ml, via subcutânea, nas
regiões axilar e inguinal. Foram realizadas 5
inoculações, com intervalos semanais. Na
quinta inoculação foi feita uma sangria de
prova e na sexta semana foi executada a
sangria branca. O coelho 2 foi inoculado
com o antígeno somático usando a mesma
metodologia. O coelho 3 foi o controle.
Após a sangria total, o sangue foi
centrifugado, o soro separado, fracionado
em porções de 1ml e mantido em
congelador.As amostras de soro foram
inativadas a 56ºC durante 30 minutos para
evitar a atividade do complemento.
A preparação histológica dos cortes
de Fasciola hepatica adulta foi executada
conforme procedimento de López et al.6.
Os soros hiperimunes e os soros negativos
de coelhos, na diluição de 1:100 foram
testados em lâminas com cortes histológicos
de Fasciola hepatica pela técnica de
imunoistoquímica, utilizando-se o Kit
DAKO LSAB + Kit Peroxidase (K 0690,
CA,USA).
Resultados e discussão
Resposta imune foi observada pela
coloração marrom nas células próximas da
ventosa ventral (Vv) e ovários contendo
ovos do parasito, demonstrando a
antigenicidade das amostras de Ag S e E/S
analisadas (Figura 1).
Em razão da grande área geográfica
do país, as características de ecossistema
variam, com diferenciais climatológicos que
influenciam na epidemiologia de muitas
doenças como a fasciolose e, portanto, de
difícil controle. O diagnóstico mais
difundido é através do exame copro-
parasitológico, que apesar de sua economia,
nem sempre é vantajoso, pois requer a
presença de ovos, dependente do período
pré-patente longo, além da demora no tempo
de processamento de grande quantidade de
amostras, quando se objetiva estudos
populacionais16.
Nas técnicas imunodiagnósticas, a
sensibilidade e especificidade dependem das
características da concentração do antígeno
e da qualidade do preparado antigênico que
se utiliza12,13. Os antígenos utilizados neste
experimento mostraram reatividade pela
técnica imunoistoquímica, como os
encontrados por Miranda e Vázquez6,
possibilitando sua posterior utilização em
testes sorológicos.
A localização in situ de epítopos em
corte de Fasciola hepatica também foi
demonstrada por Hanna e Hillyer17 e Lopez
et al.5, embora estes autores utilizaram soro
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Figura 1 -  Localização de antígeno E/S em corte histológico de Fasciola
                       hepatica adulta. Deposição de cromógeno (setas) próximo
                     à ventosa ventral (Vv). 10X
de coelhos naturalmente infectados por Fasciola
hepatica. A distribuição in situ de antígenos E/S e S
de Fasciola hepatica foi demonstrada pela deposição
do cromógeno (Figura 1).
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